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RESUMO

O oxido de grafeno reduzido (rGO) é um material alétropo de carbono que apresenta
caracteristicas estruturais que o torna uma alternativa relevante como suporte de imobilizagao
de anticorpos para a constru¢do de biossensores. A estratégia de construcdo de
imunossensores deve levar em consideracdo as caracteristicas da superficie do transdutor
(rGO), assim como a do componente biolégico (antigeno/anticorpo) imobilizado no material
de suporte, principalmente para a manuten¢do da atividade imunologica dos mesmos
juntamente a sua especificidade. Neste trabalho, foram avaliados diferentes métodos de
imobilizacdo do anticorpo anti-Enterotoxina Estafilocdcica A (anti-SEA), com o intuito de
construir um imunossensor para deteccdo da SEA em amostras de leite. A SEA ¢ uma toxina
secretada por Staphylococcus aureus que esta associada a intoxicagdes alimentares
decorrentes da ingestdo de alimentos contaminados por essa bactéria. Desta forma, utilizando
eletrodos de carbono vitreo modificados com rGO e com os agentes de bioconjugacao pireno-
NHS e EDC-NHS avaliou-se a capacidade de imobilizacdo do anticorpo anti-SEA na
superficie do transdutor. A caracterizagdo eletroquimica dos biossensores foi realizada
utilizando as técnicas de Voltametria Ciclica (CV), no intervalo de potencial de - 0,3 V a +
0,9 V vs. Ag/AgCl com velocidade de varredura de 0,1 V s e por Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica (EIS), com frequéncia variante do espectro de 10°a 10' Hze 5 mV
de amplitude. Ambas as técnicas foram realizadas em uma solucao 0,1 PBS (pH 7,0) contendo
0,1 mol L' KCI e 5,0 mmol L' da sonda redox [Fe(CN)s] *>”*. Assim, comparou-se trés
métodos de imobilizagdo: 1) Adsor¢do fisica; 2) Bioconjuga¢do com pireno-NHS e 3)
Bioconjuga¢do com EDC-NHS. Os resultados evidenciaram que, apesar dos agentes de
bioconjugacdo serem vantajosos para auxiliar na imobilizagdo orientada, para o anticorpo
estudado o método adsortivo teve um melhor desempenho. Dessa forma, a utilizagdo do rGO
se apresenta como uma alternativa vantajosa ao processo de constru¢do de biossensores
eletroquimicos, evidenciando o potencial de aplicagdo em escala industrial em
imunossensores, visto que a manutencdo da estabilidade e atividade dos anticorpos
imobilizados na superficie do rGO sem a utilizagdo de agentes de imobilizagdo implicam na

reducdo de etapas e de custo na fabricagdo do imunossensor.

Palavras-chave: Oxido de grafeno reduzido. Enterotoxina A. Imunossensor.
Nanotecnologia.



ABSTRACT

Reduced graphene oxide (rGO) is an allotrope carbon derived material that presents structural
characteristics that make it a relevant alternative as an antibody immobilization support for the
construction of biosensors. The construction strategy of immunosensors must consider the
characteristics of the transducer surface (rGO), as well as the biological component
(antigen/antibody) immobilized on the support material, mainly for the maintenance of their
immunological activity together with their specificity. In this work, different methods of
immobilization of the anti- Staphylococcal Enterotoxin A (anti-SEA) antibody were
evaluated, with the aim of building an immunosensor to detect SEA in milk samples. SEA is a
toxin secreted by Staphylococcus aureus that is associated with food intoxication. Thus, using
glassy vitreous carbon (GC) electrodes modified with rGO and with the bioconjugation agents
pyrene- NHS and EDC-NHS, the immobilization capacity of the anti-SEA antibody on the
surface of the transducer was evaluated. The electrochemical characterization of the
biosensors was performed using Cyclic Voltammetry (CV) techniques, in the potential range
from -0.3 V to +0.9 V vs. Ag/AgCl with a sweep speed of 0.1 V s and by Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS), with a frequency varying from 10° to 10! Hz and 5 mV of
amplitude. Both techniques were performed in a 0.1 PBS solution (pH 7.0) containing 0.1 mol
L' KCIl and 5.0 mmol L' of the redox probe [Fe(CN)s] *’+. Thus, three methods of
immobilization were compared: 1) Physical adsorption; 2) Bioconjugation with Pyrene-NHS
and 3) Bioconjugation with EDC-NHS. The results showed that the adsorptive method was
more advantageous for the immobilization of anti-SEA on rGO. Thus, the use of rGO presents
itself as an advantageous alternative to the construction process of electrochemical biosensors,
showing the potential for application on an industrial scale in immunosensors, since the
maintenance of the stability and activity of antibodies immobilized on the surface of rGO
without the use of immobilization agents imply in the reduction of steps and cost in the

manufacture of the immunosensor.

Keywords: Reduced graphene oxide. Enterotoxin A. Immunosensor. Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O oxido de grafeno reduzido (rGO) ¢ um material derivado do grafeno, um dos
alotropos sintéticos de carbono. O rGO apresenta caracteristicas estruturais que o torna uma
alternativa vidvel como suporte para imobilizacdo de moléculas bioldgicas (ou biomoléculas)
(HIRSCH, 2010; TARCAN, 2019). As biomoléculas possuem uma ampla variedade de
aplicagdes na industria alimenticia, farmacéutica, agricola, ambiental, entre outras, e t€ém sido
de grande relevancia para o aprimoramento de processos industriais, na criacio de novos
produtos e servicos, contribuindo para o desenvolvimento da biotecnologia. Contudo, a
funcionalidade dessas biomoléculas depende de sua integridade, que pode ser afetada
negativamente pelas condi¢cdes ambientais em que se encontram. Como exemplo, a
instabilidade de proteinas, como enzimas e anticorpos, que apresentam redugdo de seu
potencial de aplicagdio e performance quando externas ao ambiente fisioldgico
(CHAUDHARY, 2021).

Nesse contexto, o uso de biomoléculas para a constru¢ao de biossensores contribui
para tornar tais dispositivos uma alternativa vantajosa frente a métodos de diagnosticos in
vitro tradicionais. Possuindo caracteristicas tidas como mais vantajosas no que tange
sensibilidade, especificidade, facilidade operacional e tempo de detec¢do se comparado aos
métodos tradicionais (MOREIRA, 2017), os biossensores auxiliam na detec¢ao de analitos de
interesse, como por exemplo antibidticos (SILVA, 2018), pesticidas em efluentes (SILVA,
2018) e at¢ mesmo de virus em amostras de saliva (ZACCARIOTO, 2021).

Contudo, a manutengdo da estabilidade ¢ atividade dessas biomoléculas ¢ de extrema
importancia para que seja mantida sua funcionalidade. Logo, a imobilizagao de biomoléculas
em suportes que possuam propriedades fisico-quimicas favordveis a natureza da interagdo
entre elas e o suporte ¢ fundamental. Desse modo, ¢ possivel manté-las funcionais,
contribuindo para sua performance, quaisquer sejam suas aplicacdes (CHAUDHARY, 2021).

Os anticorpos (ou imunoglobulinas) sdo glicoproteinas com elementos de
reconhecimento altamente especificos dos denominados antigenos. Devido a sua
especificidade, alta reprodutibilidade e sensibilidade de detecg¢do, os anticorpos tém sido
amplamente utilizados em imunodiagnosticos (SHARMA, 2016). Considerando a existéncia
de grupos funcionais reativos nos anticorpos € no material de suporte das biomoléculas,
caracteristicas como a estabilidade mecanica do suporte, ndo-toxicidade, baixo custo e
hidrofilicidade sdo de suma importancia para a selecdo do material(CHAUDHARY, 2021).

No contexto da constru¢do de imunossensores, ou seja, biossensores que utilizam



14

anticorpos ou antigenos para conversao do sinal bioldgico para um sinal mensuravel, visou-se
investigar a utilizagdo de rGO na imobilizacdo de anticorpos por meio de interagdes nao-
covalentes e covalentes. Uma vez que o rGO apresenta grupamentos de oxigénio residuais,
natureza hidrofilica e constitui dispersdes estaveis, este material torna-se uma alternativa
com amplo potencial de aplicacdo, facil obtencdo, baixo custo e também ¢é environmental-
friendly. Do ponto de vista econdmico, tecnologico e industrial, dependendo do método de
imobilizacao utilizado, emprega menos etapas no processo € menos demanda de mao-de-obra
especializada, impactando no preco final do produto. (ROWLEY- NEALE, 2018).

Portanto, ao avaliar e comparar diferentes estratégias de imobilizacdo de anticorpos
em suportes, busca-se a manutencao e especificidade da atividade imunologica dos anticorpos
empregados. Assim como as caracteristicas da superficie do transdutor e do componente
biologico (SHARMA, 2016). Neste trabalho foi avaliada a imobilizacdo covalente e nao-
covalente de anticorpos anti Enterotoxina Estafilococica A (anti-SEA), de um imunossensor
para detec¢do da SEA em amostras de leite contaminadas. A SEA ¢ uma toxina secretada por
Staphylococcus aureus e esta associada as doengas transmitidas por alimentos (DTAs),

causando intoxicacdes alimentares (BALABAN; RASOOLY:; 2000).
1.1 GRAFENO

O grafeno ¢ um alo6tropo sintético de carbono que apresenta uma estrutura laminar
plana constituida por uma monocamada basal de carbono com hibridizagdo sp? hexagonal. As
fortes ligacdes planares o conferem propriedades elétricas, enquanto as ligagdes m conferem
propriedades mecanicas. Tais ligacdes favorecem a condutividade térmica e elétrica,
elasticidade, resisténcia e reatividade desse material com outras substancias quimicas. Desse
modo, conferem a ele caracteristicas Unicas e vantajosas que o tornam uma alternativa
relevante em diversas aplicacdes (TARCAN, 2019).

Contudo, a alotropia do carbono favorece a aglomeragdo entre as folhas
individuais que compdem o grafeno devido as fortes interacdes m-m e interagdes de van der
Waals nelas existentes, o que altera as propriedades intrinsecas a ele que sdo requeridas para
sua aplicacdo em diversas areas, incluindo a da eletroquimica e biossensores (LI, 2008). Logo,
processos fisicos e/ou quimicos sdo necessarios para o controle de sua reaglomeragdo e
dispersdao, como também para melhorar sua sensibilidade quando aplicado aos biossensores.

A obtencdo do grafeno em escala industrial de modo a manter um alto padrdo de

qualidade e baixo custo ¢ um desafio atualmente (TARCAN, et al. 2020). Logo, a utilizacao
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de seus derivados como 6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno reduzido (rGO) torna-se
uma alternativa mais vantajosa. A obten¢do do GO permite que seja mantida a estrutura 2D
cristalina do grafeno, sendo possivel obté-lo diretamente do grafite com métodos de
esfoliacdo quimica e mecénica, implicando em uma obtengdo mais rapida e menos
dispendiosa comparada a do grafeno (TARCAN, et al. 2020). Além disso, o GO pode ser
disperso em agua e ter uma significativa melhora de suas propriedades a partir da introducao
de grupos funcionais contendo oxigénio (YU, et al. 2020). Contudo, o uso de fortes agentes
oxidantes afeta a condutividade desse material, resultando em defeitos estruturais que limitam
sua aplicacio (ROWLEY- NEALE, et al. 2018).

Como uma alternativa ainda mais barata, de facil obtencdo, derivada do GO,
recuperando e melhorando as propriedades vantajosas do mesmo, o rGO tem sido utilizado
em diversas aplicagdes. De biossensores a baterias, passando por ferramentas de
biorremediacdo, catalisadores, dispositivos Opticos e flexiveis, membranas, supercapacitores,
anti-corrosivos ¢ lubrificantes, tais aplicagdes demonstram o quanto esse material ¢ promissor
(ROWLEY-NEALE, et al. 2018). Sua obtencdo ¢ comumente feita por métodos quimicos e
térmicos, assim como também pode ser micro-ondas ou fotoassistida.

No método quimico, empregam-se reagentes como hidrazina e seus derivados ou
borohidreto de sodio, sendo que a reducdo ¢ baseada na troca de elétrons entre o GO e o
eletrodo. Ja no método térmico, a passagem de CO ou CO: gasoso remove grupos funcionais
de oxigénio do material (PEl; CHENG; 2012). As propriedades de absor¢do e de solubilidade
do rGO em solventes de interesse contribuem para suas diversas aplicacdes, incluindo sua
utilizagdo como suporte de imobilizagdo de biomoléculas. Na Figura 1 é possivel observar as
diferencas estruturais entre o GO e o rGO, bem como os grupamentos funcionais presentes e

ausentes em cada um deles (STYLIANAKIS, 2019).
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Figura 1 - Estrutura e grupamentos funcionais do GO e rGO
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Fonte: Adaptado de Stylianakis et al (2019)

O grafeno tornou-se um dos materiais mais promissores no desenvolvimento de novos
dispositivos eletroquimicos, sendo amplamente empregado na construgdo de biossensores
(ROWLEY-NEALE, 2018). Avaliando a quantidade de trabalhos cientificos publicados
envolvendo grafeno, 6xido de grafeno e oxido de grafeno reduzido nas mais diversas
aplicagdes, apresentados na Figura 2, observa-se um crescimento exponencial do nimero de
pesquisas realizadas no periodo de 2007 a 2019 envolvendo o grafeno e seus derivados

(SILVA FILHO, 2020).
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Figura 2 - Quantidade de trabalhos cientificos referentes ao uso do grafite e seus
derivados publicados na base de dados Scopus entre 2007 e 2019
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Fonte: Adaptado de SILVA FILHO (2020)

Uma das possiveis justificativas para a grande diferenca entre o volume de producdes
envolvendo grafeno e rGO ¢ a recente descoberta do rGO frente aos outros materiais
derivados do carbono. Desse modo, a realizacdo de pesquisas cientificas para ampliar a sua
aplicagdo em outras areas ¢ de suma importancia. Logo, o presente trabalho contribui para

explorar a utilizacdo do rGO na area de biossensores eletroquimicos baseados em anticorpos.

1.2 BIOSSENSORES E ANTICORPOS

Biossensor pode ser definido como um sensor que se utiliza de materiais bioldgicos,
tais como enzimas, anticorpos, células, tecidos, entre outros, que sdo conectados a um
dispositivo capaz de traduzir um sinal biolégico em elétrico (MELO, 2016). Como os
biossensores utilizam-se de moléculas bioldgicas e suas funcionalidades, tem-se entdo a
possibilidade de escolher as mais variadas moléculas para se ligar nos analitos de interesse de
acordo com sua afinidade (MOREIRA, 2017). Para a constru¢do de um biossensor, ¢
necessaria a imobilizagdo do material bioldogico em uma superficie, que depende das
caracteristicas desse material empregado para a interagdo com o analito de interesse (RICCI,
2012).

Ha trés fatores que sdo tidos como criticos para a performance adequada de um
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biossensor. O primeiro fator estd relacionado com a imobilizagdo da biomolécula e a
manuten¢do da atividade natural da mesma; o segundo fator diz respeito a acessibilidade
dessa biomolécula ao analito de interesse, para que haja a ligagdo entre eles e,
consequentemente, o reconhecimento. Por fim, também ¢é necessario que ocorra uma baixa
adsor¢do inespecifica da biomolécula ao suporte de reconhecimento, de modo a aumentar a
disponibilidade das biomoléculas sobre a superficie (CHAUDHARY, et al., 2021; SHARMA
et al, 2016).

Dessa forma, as propriedades fisico-quimicas da interface, das biomoléculas e também
da superficie em que serdo imobilizadas sdo de suma importancia e devem ser consideradas na
etapa de planejamento de um biossensor (CHAUDHARY, et al., 2021). Considerando o
contexto da utilizagdo de anticorpos, um dos maiores desafios na imobilizagdo dos mesmos
estd na manutencao da atividade imunoldgica deles juntamente a sua especificidade. Por conta
disso, existem métodos de mobilizagdo que consideram tais fatores para aumentar a
performance do imunossensor de acordo com sua aplicagao (VASHIST; LUONG; 2018).

Nesse contexto, os anticorpos podem ser utilizados para essa finalidade, uma vez que
suas caracteristicas de especificidade e afinidade os tornam interessantes ferramentas de
detecgdo. Constituintes do sistema imune, cuja imunidade pode ser inata ou adquirida, os
anticorpos (Igs ou Abs) sdo classificados em cinco classes, IgM, IgG, IgE, IgA e IgD de
acordo com sua especificidade. A constituicdo dos anticorpos esta estruturada em duas regides
principais formadas por cadeias polipeptidicas pesadas e leves ligadas por ligacdes dissulfeto
- a regido constante, Fc e a regido variavel, Fab (Figura 2). Enquanto na Fc, ha quatro cadeias
polipeptidicas pesadas (Ch, do inglés heavy chain) e uma leve, na regido Fab, ha o fragmento
varidvel Fv constituido pelas regides determinadoras de complementariedade (CDRs) e os

sitios de ligag@o de antigeno, que sdo especificas para cada antigeno (SHARMA, 2016).
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Figura 3 - Estrura geral dos anticorpos
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Como os anticorpos sdo glicoproteinas que possuem trés principais grupos funcionais,
como aminas primdrias, grupamentos sulfidricos e carboidratos, estes possibilitam sua
modificagcdo como marcadores, crosslinkers ou imobilizagdo sobre superficie de interesse. No
caso da imobilizagdo de anticorpos para a construcdo de biossensores, a utilizacdo de
reagentes que favorecam sua permanéncia na superficie de trabalho ¢ de suma importancia
para o desenvolvimento desse método de deteccdo. O grupo funcional mais comum para a
imobilizagdo de anticorpos é o grupo amina, do qual se tem presente um grupamento N-
terminal em cada cadeia do polipeptideo e ao lado da cadeia de residuos de lisina (MELO,

2016; VASHIST; LUONG; 2018).

1.3 IMOBILIZACAO DE ANTICORPOS

A imobilizacdo de proteinas ¢ fundamental para manter a atividade e estabilidade das
mesmas para as mais diversas aplicagdes, incluindo processos industriais, visto que as
proteinas nao se mantém estaveis em condi¢des nao controladas. (CHAUDHARY, et al.,
2021). O uso de anticorpos imobilizados em superficies favorece sua utilizagao em aplicacoes

como imunodiagnoésticos devido a sua alta reprodutibilidade juntamente a alta sensibilidade
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de detec¢dao que os anticorpos possuem. Contudo, a performance dos imunodiagndsticos €
dependente do passo de imobiliza¢do, uma vez que as trocas de carga entre o suporte € o
anticorpo podem ser ou ndo reversiveis. A existéncia de grupos funcionais reativos, associado
a estabilidade mecanica do suporte, que confere rigidez ao mesmo, além de sua ndo-
toxicidade, baixo custo e hidrofilico sdo caracteristicas a serem consideradas para escolher o
suporte mais adequado conforme a aplicagao que se pretende (VASHIST; LUONG; 2018).

A ligagdo da porcao Fc do anticorpo sobre a superficie do biossensor ¢ tida como a
ideal, visto que maximiza a disponibilidade da por¢do Fab para a ligagdo ao analito de
interesse. Porém, sabe-se que os anticorpos podem se ligar em diferentes posigdes, o que reduz
a atividade do anticorpo e pode até elimind-la pela indisponibilidade da por¢ao Fab. Além
disso, também hé chances de ocorrer estados intermediarios na imobilizagdo que reduzem o
acesso da por¢ao de ligagdo do antigeno, bem como a ligagdo de outros anticorpos em sitios
de ligacdo proximas ao do antigeno, afetando a performance (SHARMA, et al. 2016). Por
isso, existem alguns métodos de imobilizacdo e também grupos funcionais especificos que
reduzem essa possibilidade, ja que essa regido também possui grupos funcionais que podem
se ligar a superficie.

As técnicas de imobilizacdo de anticorpos em superficies abrangem os métodos de
imobilizacdo ndo-covalentes, representada pela adsor¢cdo dos anticorpos na superficie. Esta
pode ser direta ou com o uso de reagentes de imobilizacdo para promover a funcionalizagdo
da superficie, baseada em crosslinking, ligagdes. de van der Waals e interagdes
hidrofobicas, além de interagdes eletrostaticas. E um método simples e de baixo custo, pois
ocorre em condi¢des que ndo requerem o emprego de materiais toxicos ou geram residuos
toxicos, por ndo necessariamente implicar o uso de agentes de imobilizacao(VASHIST;
LUONG; 2018).

J& os métodos de imobilizagdo covalentes implicam uma modificacio de
ligacdo na superficie, sendo assim, esse tipo de imobilizacdo favorece biossensores que
demandam reuso ou longo tempo de prateleira, visto que estes necessitam que os anticorpos
permanecam estaveis na superficie (VASHIST; LUONG; 2018; SHARMA et al, 2016). No
caso de utilizagdo do rGO como material de suporte para esse tipo de imobilizacdo, ¢
necessario que se utilize dos chamados ‘agentes de imobilizagdo’, que sdo reagentes que
auxiliam na liga¢do entre anticorpo e suporte. O pireno-NHS ¢é conhecido por interagir
fortemente com o plano basal de grafite via empilhamento (n- stacking) (KATZ, 1994;
JAEGFELDT et al, 1983), sendo que o processo de imobilizacdo biomoléculas neste agente

de bioconjugacdo acontece pela ligacdo com o grupo pirenil. Posteriormente ocorre uma
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reagdo entre o Ester NHS e o intermediario formado entre o EDC e os grupos carboxilicos.
Desta forma, o anticorpo podera ser imobilizado por meio da ligagdo amida (KATZ, 1994;
JAEGFELDT et al, 1983).

Por conta dos grupamentos amina presentes nos anticorpos, alguns grupos funcionais
podem causar reacdes indesejadas, implicando na reducdo da atividade. As imobilizacdes
baseadas em afinidade por grupamentos amina geralmente implicam em orientagdes aleatorias,
por isso utiliza-se de grupamentos como biotina-avidina e proteina A, por exemplo, para
auxiliar na orientacdo dos anticorpos e aumentar as possibilidades de ligacdes corretas. Essas
moléculas possuem um grau de afinidade alto com os anticorpos e sdo amplamente utilizados
para tal finalidade (SHARMA, et al. 2019).

No caso do presente trabalho, optou-se por utilizar apenas os agentes de
bioconjugacao pireno-NHS e EDC-NHS, visto que a proposta inicial ¢ de avaliar uma
imobilizacdo que requeresse o menor numero de reagentes e etapas possivel, uma vez que o
nivel de complexidade de constru¢do do imunossensor, reprodutibilidade e custo de producao
sdo fatores que também influenciam no desenvolvimento do mesmo para distribuicdo em

escala industrial.

1.4  ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

A Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria gram-positiva, em formato de coco,
anaerobia facultativa, catalase e coagulase positiva, cujas coldnias sdo caracterizadas pela
coloracdo amarela. Secreta diversos fatores de viruléncia como enzimas, exotoxinas,
citotoxinas e toxinas esfoliativas, que sdo utilizados para transformar os componentes das
cé¢lulas hospedeiras em substrato para o crescimento bacteriano. Dentre as exotoxinas
secretadas, destacam-se as enterotoxinas estafilococicas (SEs, do inglés Staphylococcus
aureus Enterotoxins,), que sao majoritariamente responsaveis pelas intoxicagdes alimentares
decorrentes da presenga de S. aureus em alimentos (WHO, 2008; PINCHUK;
BESWICK; REYES, 2010). Devido a combinagao entre fatores toxicos de viruléncia,
invasividade e resisténcia a antibidticos, a bactéria S. aureus ¢ um patdgeno significativo no
que tange infecgoes e intoxicagdes (LE LOIR, 2003).

As SEs sdo proteinas de cadeia curta secretadas no substrato de crescimento bacteriano
durante a fase logaritmica ou na transi¢cao da fase exponencial para a fase estacionaria. Ricas
em lisina, acido glutdmico, acido aspartico e residuos de tirosina, sdo também soliveis em

agua e em solucdes salinas, ativas mesmo em pequenas quantidades e resistentes a inativagao
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por meio das proteases gastrointestinais, o que possibilita a passagem delas pela barreira do
epitélio intestinal (BALABAN.; RASOOLY, 2000). Outra caracteristica de suma importancia
das SEs em termos de seguranga alimentar ¢ a termoestabilidade das mesmas, ou seja, a
resisténcia dessas enterotoxinas a altas temperaturas, que pode estar relacionada a fatores
como pH do meio em que se encontram, concentragdo de sais e nivel de desnaturacdo proteica
que elas podem atingir (WHO, 2008; FAGUNDES, 2010).

Dentre os mais de 20 tipos diferentes de SEs, que inclui enterotoxinas associadas a
sindrome do choque toxico (SEF), intoxicagdes alimentares (SEA, SED, SEE, SEG, SEH e
SEI) e at¢é mesmo estudos envolvendo armas bioldgicas (SEB), as enterotoxinas A ¢ B
(respectivamente designadas como SEA e SEB) sdo as mais frequentes (PINCHUK;
BESWICK; REYES, 2010). A SEA sera o foco da presente proposta, uma vez que ¢ a
enterotoxina mais associada as intoxicac¢des alimentares.

O modo de agdo das SEs no organismo baseia-se em interagdes imunoldgicas, uma vez
que sao classificadas como superantigenos, pois possuem a capacidade de estimularem ampla
populacdo de células T. O evento primario da resposta celular imune ¢ o reconhecimento do
antigeno pelo receptor desse antigeno na membrana da célula T (TCR). Os receptores de SEs
nas células antigeno presentes (APCs, do inglés antigen presenting cells) sao moléculas MHC
classe II, requeridas para ligarem-se na regido viavel da cadeia beta do antigeno da célula T
(BALABAN.; RASOOLY, 2000). Os superantigenos podem interagir com varias células T
simultaneamente de maneira ndo especifica e, no caso da interacdo entre MHC II:SEs:TCR,
ocorre hiperativacao das APCs e células T do organismo, levando a proliferagao excessiva das
células T e secre¢do incontrolada de diversas citocinas e quimiocinas pro- inflamatorias, tendo
como consequéncia inflama¢do aguda mediada pelo superantigeno e choque (BALABAN.;
RASOOLY, 2000; OLIVEIRA, 2011).

A contaminagdo alimentar causada por Staphylococcus aureus merece destaque
devido aos tipos de alimentos que contamina e aos fatores que causam os sintomas, uma vez
que essa bactéria secreta toxinas nos alimentos em que estd presente, caracterizando uma
intoxicacdo alimentar cujos sintomas sdo muito semelhantes aos de outras infecg¢des ou
intoxicac¢des causadas por outros agentes patogénicos (WHO, 2008). A ingestdao de alimentos
jé& preparados, tais como carnes e seus derivados, leite e derivados, ovos, tortas, bolos, massas
recheadas com cremes, enlatados e embutidos no geral, que podem ser facilmente
contaminados durante as etapas de preparo e processamento, constituem o principal veiculo
de entrada da S. aureus no organismo (WHO, 2008; FAGUNDES, 2010). A presenca de S.

aureus em alimentos crus ndo implica em intoxicagdo, uma vez que existem outras espécies
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bacterianas presentes para competir com o substrato, o que acarreta na inibicdo de
crescimento dessa bactéria, favorecendo a multiplicagdo da mesma em alimentos cozidos cuja
temperatura de armazenamento ou preparo seja inferior a 40 °C e superior a 7 °C (WHO,
2008).

O armazenamento inadequado de alimentos ja preparados decorrente de falhas durante
o processo de refrigeracdo ou preparo de alimentos em temperaturas permissivas de
crescimento bacteriano, bem como aquisicdo de matérias-primas que podem estar
contaminadas, como leite advindo de animais com mastite e, principalmente, o processamento
de alimentos que necessitam de manuseio com as maos também sdo vias de contaminagao,
pois a temperatura de crescimento de S. aureus esta entre 7 a 48 °C, abrangendo temperaturas
ambientes da maioria dos paises; o agente etiologico mais recorrente da infecgdo das mamas
de bovinos ¢ a S. aureus e cerca de 25-40% da popula¢do humana saudavel naturalmente
convive com a presenga dessa bactéria na pele, nariz e garganta, aumentando a possibilidade

de contaminag¢ao manual (WHO, 2008; FLORES; MELO, 2015).
1.5 METODOS DE DETECCAO DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

As técnicas atuais para deteccdo das enterotoxinas supracitadas baseiam-se em
diferentes principios e métodos que buscam aperfeicoar a sensibilidade e seletividade da
detecgdo. Incluem testes em animais e testes sorologicos, que sdo considerados métodos
convencionais (denominados biologicos); técnicas de biologia molecular como reagdo em
cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR) e hibridacdo de 4cidos nucleicos;
cromatografia e imunoensaios. Estes destacam-se por apresentarem alta especificidade e
sensibilidade, rapidez de operagdo e possibilidade de detectar as SEs em amostras complexas
sem a necessidade de tratamentos extensivos das amostras para analise devido ao fato de
basearem-se na ligagcdo anticorpo-antigeno. Dentre eles, encontram-se 0s imunoensaios
opticos, colorimétricos, fluorescentes, quimioluminescentes, ressonancia de plasmons de
superficie (surface plasmon resonance, SPR), eletroquimioluminescentes e eletroquimicos
(FATIBELLO FILHO; CAPELATO, 1992; MELO, 2016).

Atualmente, as principais técnicas empregadas para detec¢do de SEs abrangem o
imunoensaio enzimdatico ELISA (do inglés enzyme-linked immunosobent assay), Optimum
Sensitivity Plate (OSP) e PCR, adaptadas para atender necessidades envolvendo tempo gasto
para analise e especificidade e sensibilidade para deteccdo. Mesmo assim, esses métodos

requerem pelo menos 24 h a 72 h (este no caso do OSP) para cada analise e pré-tratamentos
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amostrais com o intuito de reduzir interferéncias ocasionadas por agentes contidos nas
proprias amostras, e ainda, no caso da PCR, a deteccdo dos genes codificantes das
enterotoxinas nao implica na presenca das mesmas na amostra (MELO, 2016; WU, 2016).

No contexto de trabalhos cientificos envolvendo especificamente a deteccdo de SEA
pautada em imunodiagndsticos eletroquimicos, PIMENTA-MARTINS (2012) e seus co-
autores desenvolveram um imunossensor do tipo sanduiche (self-assembly monolayer,
SAM), imobilizando os anticorpos anti-SEA em eletrodos de ouro modificados com
cisteamina e utilizando a proteina A para favorecer a ligagdo especifica entre os anticorpos e
os antigenos. A imobilizagdo dos anticorpos por meio da adsorcdo fisica, cross-linking com
glutaraldeido e imobilizagdo covalente com o agente de bioconjugacdo EDC/NHS no
eletrodo de ouro modificado com a cisteamina foi avaliada e ao compara-los, os autores
obtiveram como resultado satisfatorio o método que utilizou o EDC/NHS. Outro trabalho
nesse mesmo contexto abrange o uso utilizando também eletrodos de ouro modificados com
cisteamina e proteina A para construir o imunossensor do tipo SAM, baseado em cristais de
quartzo microbalanceados com dissipacdo como método de transdugdao (SALMAIN, 2011).

Os trabalhos mais recentes envolvendo rGO como material de suporte na detecgdo de
SEA sdo referentes ao uso de aptdmeros como biomoléculas a serem imobilizadas (JIA, et al.
2014; NODOUSHAN, et al. 2022). Isso demonstra que hd um interesse cientifico em
melhorar os atuais métodos de deteccdo dessa toxina utilizando-se da biotecnologia. E de
suma importancia que pesquisas sejam realizadas nessa area para assegurar a qualidade dos
alimentos comercializados aos consumidores, nas suas diversas categorias. A ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) possui normas de padrdes microbiolégicos para
alimentos, que incluem a presenga de enterotoxinas estafilocdcicas, principalmente em
queijos e seus derivados, produtos em pd lacteos e suplementos derivados de proteinas
(ANVISA, 2019). Desse modo, o presente trabalho contribui para o desenvolvimento de
novas estratégias de métodos de deteccdo ao avaliar a imobilizacdo de anticorpos anti- SEA

em rGO para detectar SEA em alimentos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal dessa pesquisa foi avaliar a imobilizagdo de anticorpos anti-SEA em
oxido de grafeno reduzido (rGO), analisando sua performance frente a diferentes métodos

para imobilizar anticorpos anti-SEA.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a imobilizagdo por adsor¢ao fisica do anticorpo anti- SEA na superficie de
eletrodos de carbono vitreo modificados com rGO;

e Avaliar a imobilizagdo com dois agentes de bioconjugacao do anticorpo anti-SEA na
superficie de eletrodos de carbono vitreo modificados com rGO;

e Determinar qual método de imobilizagdo ¢ mais vantajoso para ser empregado na
construcao desse imunossensor;

e Analisar a performance do imunossensor na detec¢do de diferentes concentragdes de

SEA em amostras de leite.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesse item sera abordada a metodologia empregada, bem como a instrumentagao e os
reagentes e solucdes utilizados para a execucdo dessa pesquisa, levando em consideragdo o
atendimento a normas de biosseguranga e ambientais para uso responsavel e descarte

adequado dos residuos.

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico (PA) e sem
purificagdo prévia, utilizando agua purificada em sistema Millipore Milli-Q (resistividade >
18 MQ cm). Para as caracterizagdes eletroquimicas foi utilizada a solugdo 0,1 mol L' KCl
contendo 5,0 mmol L do par redox [Fe(CN)s]*". J4 para as etapas de limpeza dos eletrodos
foi utilizada solugdo tampao fosfato (PBS) 0,2 mol L™ pH 7,4.

O anticorpo anti-SEA (100 mg/mL), a SEA (30 mg/mL), o GO (4 mg/mL), a
soroalbumina bovina (BSA), HAuCls, EDC-NHS e pireno-NHS foram adquiridos da Sigma
Aldrich (EUA).

3.2 INSTRUMENTACAO

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro
convencional de trés eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono vitreo (Glassy Carbon, GC),
onde foram realizadas as modificacdes necessarias para as analises; eletrodo de referéncia
Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L") e uma placa de platina como eletrodo auxiliar. Para a realizagdo
dos experimentos de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS) foi utilizado o potenciostato PGSTAT-128N Autolab (Eco Chemie, 9 Utrecht, Holanda)
equipado com software NOVA 2.0 (Eco Chemie, Utrecht, Holanda). E para os
experimentos.de espectroscopia UV-VIS, foi utilizado o espectrofotdometro UV-MS51 (Bel
Photonics, Italia).

A morfologia dos nanomateriais foi caracterizada por microscopia eletronica de
varredura acoplada a um canhao de elétrons (FEG-SEM), marca Quanta 200 (FEI Company,
Hillsboro, USA), e também por espectroscopia Raman no Laboratério de Microscopia

Avangada (LMA) do Instituto de Quimica - Unesp Araraquara.
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3.3 SINTESE DO OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO (RGO)

A reducdo quimica do GO foi realizada utilizando dodecilsulfato de sédio (SDS) como
surfactante e borohidreto de so6dio (NaBH4) como agente redutor. Primeiramente, foram
adicionados em um béquer 5,0 mL de uma dispersdao 4 mg/mL de 6xido de grafeno (GO) em
agua, juntamente com 8,0 mg de SDS em 15 mL de etanol (grau analitico); em seguida, essa
solugdo permaneceu durante 20 min em banho ultrassonico (Embrasol TEC). O surfactante
SDS foi utilizado com a finalidade de diminui¢ao da tensdo superficial da suspensdo que foi
formada, j4 que este ¢ um composto que apresenta capacidade de alterar a propriedades
superficiais e interfaciais de um liquido.

Em seguida, foram adicionados 16,0 mg de NaBHa4, pois atua como um redutor do
oxido de grafeno, e essa suspensdo foi sonicada por aproximadamente 20 minutos, até que se
completasse a solubiliza¢ao do sal. Apos a sintese, o GO foi centrifugado por 5 minutos com
rota¢do de 6200 rpm e lavado vérias vezes com etanol até a solucdo tornar-se incolor. No final,
descartou-se o sobrenadante, e ao solido adicionou-se 5 mL de etanol, entdo, o compdsito rGO
foi seco a uma temperatura de 60 °C. Depois de seco, preparou-se uma suspensao de 0,025 mg

de rGO e 1,0 mL de 4gua ultrapura, que foi armazenada a 4 °C.

3.4  CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO GO ERGO

A morfologia das superficies dos eletrodos modificados com GO e rGO foi
caracterizada por FEG-SEM. A microscopia do GO permite avaliar as diferengas entre o GO

e rGO.

3.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN

O GO e o rGO foram caracterizados por espectroscopia Raman, que ¢ uma técnica que
utiliza uma fonte monocromadtica de luz a qual, ao atingir uma amostra, ¢ espalhada gerando
luz de energia igual (elastica) ou diferente (ineldstica) da energia incidente. Com o
espalhamento ineldstico consegue-se obter muitas informagdes importantes sobre a

composi¢do quimica da amostra a partir da diferenga de energia (LOBO, 2005).
3.6 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO GO E RGO

A caracterizacdo eletroquimica ¢ uma etapa de suma importancia para avaliar se as

modificagdes realizadas na superficie dos eletrodos foi bem sucedida. No caso da
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caracterizagdo eletroquimica do GO e do rGO, também ¢ possivel distingui-los pelos perfis
voltamétricos que apresentam.

Para analisar a imobiliza¢do dos anticorpos anti-SEA no eletrodo modificado com
rGO, na presenga e auséncia dos agentes de imobilizac¢ao, foram obtidos perfis voltamétricos
por CV no intervalo de -0,3 V a +0,9 V vs. Ag/AgCl em solugio 0,1 mol L' KCI contendo
5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s] *’*com velocidade de varredura de 50 mV s!. Além
disso, foi realizada a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), com frequéncia
variante do espectro de 107 a 10 Hz e 10 mV de amplitude. O espectro da impedancia foi
gravado em circuito aberto (OCP) em solugdo KC1 0,1 mol L™ (pH 7,4) contendo 5,0 mmol L°
! de [Fe(CN)s] *** | sendo que o ajuste e o calculo para circuitos elétricos equivalentes, Rs,
CPE e valores de a e Rct foram realizados utilizando ferramentas de ajuste de circuito
eletroquimico no software Nova 2.0.

A ferramenta eletrochemical circle fit do software NOVA 2.0 permite a analise de
dados de medidas de impedancia, de modo a obter a estimativa dos valores dos pardmetros
de interesse por meio do ajuste de determinados pontos de uma porg¢ao circular do diagrama
de Nyquist a um circuito equivalente. Esse circuito ¢ composto pelos elementos Rs (Ohm),
Rct (Ohm) e CPE. O primeiro simula o valor da resisténcia ndo compensada (da solucao); o
segundo elemento simula o valor da resisténcia de polarizagcdo, referente a resisténcia de
transferéncia de carga; ja o terceiro, ¢ o valor do argumento do elemento de fase constante

(ROCHA, 2014).

3.7 LIMPEZA DOS ELETRODOS DE CARBONO VITREO

O polimento e a limpeza do eletrodo GC ¢ essencial para assegurar que reduza a
ocorréncia de interferéncias no sinal analitico a ser gerado pela presenca de substincias
interferentes que possivelmente estejam presentes na superficie do eletrodo, ocasionando na
interferéncia no sinal analitico a ser gerado. O polimento do eletrodo foi feito em suspensao
de alumina 0,5 pm em lixadeira politriz modelo PLFDV (Fortel) a 350 rpm de modo que
a superficie do eletrodo estivesse visualmente espelhada, seguido de banho de ultrassom
(Embrasol TEC) em etanol durante cinco minutos e, em agua ultrapura por mais cinco

minutos € seco em estufa a 60 °C.

3.8 PREPARACAO DOS ELETRODOS DE TRABALHO

Nesta secdo, estdo descritas detalhadamente as etapas realizadas para a avaliacdo das
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imobilizagdes. A metodologia de constru¢do do imunossensor foi adaptada de PIMENTA-
MARTINS (2012), utilizando a dilui¢do de 1:1000 para os anticorpos anti-SEA e para SEA,
em tampao fosfato pH 7,4, juntamente ao protocolo de modificagdo de eletrodos com rGO
aplicado pelo Laboratorio de Eletroanalitica e Nanotecnologia da UNESP Botucatu, local
onde os experimentos foram realizados. Andlises de voltametria ciclica (CV) e de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) foram realizadas antes de cada etapa de
adicao das substancias no eletrodo, assim como foram efetuadas lavagens dos eletrodos em
PBS pH 7,4 por imersao durante 30 segundos ap6s cada periodo de incubagdo com o intuito

de eliminar substincias nao ligadas a superficie.

3.8.1 Eletrodo GC modificado com rGO

Na superficie de dois eletrodos GC limpos e polidos, foram gotejados 10 pL da
suspensao de rGO, sendo secos em estufa a 40 °C. 10 puL do anticorpo anti-SEA foram
gotejados na superficie dos eletrodos e incubado por 1 hora em temperatura ambiente (25 °C).
20 pL de solucao bloqueadora BSA 1% foi adicionada e incubada por 30 min (& 25 °C). Apos
o tempo de incubacdo e respectivas medi¢des de CV e EIS, 10 uL de SEA diluido 1:1000
foram adicionados e incubados por 1 hora em temperatura ambiente. A Figura 4 ilustra o

procedimento realizado nessa modificacao.
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Figura 4 - Modificacio do eletrodo GC com rGO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.8.2 Eletrodo GC modificado com rGO/pireno-NHS

Na superficie de dois eletrodos GC limpos e polidos, foram gotejados 10 uL da
suspensao de rGO, sendo secos em estufa a 40 °C. Apos este processo, foram gotejados 10 pL
de uma suspensdo de pireno-NHS na concentra¢io 5,0.10* M, seco em temperatura ambiente
(25 °C).10 pL do anticorpo anti-SEA foram gotejados na superficie dos eletrodos
GC/rGO/pireno-NHS, sendo incubados por 1 hora em temperatura ambiente (25 °C). 20 puL de
solugdo bloqueadora BSA 1% foi adicionada e incubada por 30 min em temperatura ambiente
(25 °C). Apos o tempo de incubacao e respectivas medi¢des de CV e EIS, 10 pL de SEA diluido
de 1:1000 foram adicionados e incubados por 1 hora em temperatura ambiente. A Figura 5

ilustra o procedimento realizado nessa modificacao.
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Figura 5 - Modificacio do eletrodo GC com rGO/pireno-NHS
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

3.8.3 Eletrodo GC modificado com rGO/EDC-NHS

Na superficie de dois eletrodos GC limpos e polidos, foram gotejados 10 uL. de uma
suspensao de rGO, sendo secos em estufa a 40 °C. Apds este processo, foram gotejados 10 pL
de uma suspensio de EDC/NHS (na concentragio 5,0. 107 mol L' e 8,0. 10 mol L,
respectivamente, seco em temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, 10 pL do anticorpo
anti- SEA foram gotejados na superficie dos eletrodos, sendo incubados por 1 hora em
temperatura ambiente (25 °C). 20 puL de solugdo bloqueadora BSA 1% foi adicionada e
incubada por 30 min em temperatura ambiente (25 °C). Apds o tempo de incubagdo e
respectivas medigdes de CV e EIS, 10 uL de SEA diluido de 1:1000 foram adicionados e
incubados por 1 hora em temperatura ambiente. A Figura 6 ilustra o procedimento realizado

nessa modificacao
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Figura 6 - Modificacio do eletrodo GC com rGO/EDC-NHS
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico estdo apresentados os principais resultados obtidos durante a execucgdo da
pesquisa, bem como as analises pertinentes para cada etapa e suas respectivas discussdes, de

modo a promover a reflexdo sobre aspectos ali presentes.

4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO GO E RGO

A micrografia do GO apresentada na Figura 7 evidencia a configuragdo em
camadas e multicamadas que o GO tipicamente. O 6xido de grafeno, assim como os
demais materiais bidimensionais, tende-se a empilhar devido as interagdes m-m,

provocando o bloqueio dos sitios cataliticamente ativos.
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Figura 7 - Micrografia FEG-SEM do GO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na Figura 8, a micrografia apresenta imagens da confuguracao do rGO, em que o
material de grafite exibe uma estrutura tipicamente torcida, enrugada e com muitas
ondulagdes, aumentando assim a darea superficial do eletrodo quando aplicado nos

biossensores.
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Figura 8 - Micrografia FEG-SEM do Oxido de Grafeno Reduzido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

42  CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO GO E RGO

A caracterizacao eletroquimica ¢ uma etapa de suma importancia para avaliar se as
modificacdes realizadas na superficie dos eletrodos foram bem sucedidas. No caso da
caracterizagdo eletroquimica do GO e do rGO, também ¢ possivel distingui-los pelos perfis

voltamétricos que apresentam.

4.2.1 Voltametria ciclica

Experimentos de voltametria ciclica foram realizados em solu¢ao de hexacianoferrato
(IIT) de potassio (K3[Fe(CN)s]) 5,0 mmol L' com velocidade de varredura de 50 mV s no
intervalo de -0, V a +0,9 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L) para a caracterizacdo

eletroquimica do GO e rGO. A Figura 9 apresenta os perfis voltamétricos para trés diferentes
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eletrodos - eletrodo de carbono vitreo; eletrodo de carbono vitreo modificado com GO e

eletrodo de carbono vitreo modificado com rGO.

Figura 9 - Voltamogramas Ciclicos dos eletrodos GC, GC/GO e
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os perfis voltamétricos obtidos apresentaram picos de oxidagdo e reducdo bem
definidos para os eletrodos estudados devido a presenca do par redox Fe*'/ Fe?". Essa
configuracdo das curvas demonstra que o eletrodo GC/rGO apresentou uma melhora na
reversibilidade dos processos de oxidagao e redugdo, uma vez que o aumento na corrente de
pico para o rGO, quando comparado com o GO. Essa diferenga decorre da presenga de
defeitos estruturais introduzidos no 6xido de grafeno reduzido, promovendo o aumento da
razdo C/O. Desse modo, ha indicios de que as sinteses dos materiais em laboratério foram

realizadas com sucesso e estavam adequados para serem empregados na pesquisa.

4.3  ESPECTROSCOPIA RAMAN

Na Figura 10 encontra-se o espectro de Raman tipico para as folhas de GO e rGO.
Observou-se que o GO sintetizado apresentou duas bandas de absorcao caracteristicas
no seu espectro Raman: a banda G em 1590 cm™ e a banda D em 1355 cm™. A banda G

corresponde a ligacdo que se estende entre os pares de carbono sp® e, a banda D est4 associada
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com a vibragao dos anéis aromaticos com oscilagdes das liga¢des terminais no plano.

A relagdo entre a intensidade da banda D (Ip) e da banda G (Ig) é normalmente
utilizada para avaliar a dimensio dos dominios no plano sp? para materiais de
carbono. O valor obtido para a relacdo Ip/lc foi de 0,94 para as folhas de GO
sintetizadas. Observou- se que o rGO também apresentou as duas bandas de absorgdo
caracteristica no espectro Raman, porém a banda D apresenta uma maior amplitude. A maior
amplitude da banda D ¢ devido a presenca de defeitos introduzidos por grupos funcionais,
tais como, grupos carboxilas, hidroxilas e epoxi (CINCOTTO, 2014; FERRARI, 2006).
A relacdo In/lc foi de 1,06 para as folhas de rGO, comprovando que as folhas de oOxido

de grafeno foram reduzidas, assim como observada na micrografia FEG-SEM da Figura

8.

Figura 10 - Espectros de Raman para rGO e GO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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44  CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A caracterizacdo dos materiais por espectroscopia UV-vis esta representada na Figura
11. Como observado em outros trabalhos (ROKMANA, 2018; EMIRU; AYELE, 2017,
GURUNATHAN, 2012), o espectro UV-vis do GO mostrou duas bandas maximas em 225 e
300 nm para o GO, que sdo devidas a transi¢do m — m * de ligacdes C-C aromaticas e
transicdo n — 7 *. No entanto, o rGO apresentou apenas uma banda méaxima a 240 nm; estes
resultados foram esperados, uma vez que o rGO tem um coeficiente de C/O mais alto
devido a remog¢dao de funcionalidades de oxigénio e ao estabelecimento de estruturas de

grafeno conjugadas com C = C, conforme observado por espectroscopia Raman.

Figura 11 -Espectros UV-Vis GO e rGO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



38

4.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Neste item estd apresentada a caracterizacdo eletroquimica por voltametria ciclica (CV)
e por impedancia de espectroscopia eletroquimica (EIS) para cada um dos eletrodos

modificados.

4.5.1 Eletrodo GC modificado com rGO

As Figuras 12 e 13 mostram os voltamogramas obtidos para os eletrodos GC

modificados com rGO, anti-SEA e SEA, por meio de voltametria ciclica em solugao 0,1 mol

1
L KCI contendo 5,0 mmol L do par redox [Fe(CN)6] *"*. Os potenciais de oxidagdo e

reducdo dos ecletrodos modificados estdo contidos na Tabela 1.

Figura 12 - Caracteriza¢ao CV do eletrodo (I) modificado com rGO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 13 - Caracterizacdo CV do eletrodo (II) modificado com rGO
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Fonte: Autoria propria (2023)

Tabela 1- Potenciais de reducao e oxidacao dos eletrodos modificados com rGO, anti-SEA e
SEA

Oxidacao (V) Reducio (V)

Eletrodos I 1 I 11
GO +0,31 +0,32 +0,15 +0,14
rGO/ anti-SEA +0,33 +0,36 +0,13 +0,12
rGO/anti-SEA/SEA +0,42 +0,45 +0,05 +0,04

Fonte: Autoria propria (2023)
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Nas Figuras 14 e 15 estdo representados os Diagramas de Nyquist para a
modificacdo dos eletrodos com rGO e na Tabela 2, os respectivos potenciais de oxidagdo e

reducao.

Figura 14- Diagrama de Nyquist do eletrodo I modificado com rGO
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Legenda: eletrodo modificado com rGO (m), presenga do anticorpo (V) e presenca do antigeno (4). No detalhe:
intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico equivalente em PBS 0,2 mol L' pH 7,4, e em solugéo 0,1 mol L™!

KCl contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe (CN)s] */ *.

Fonte: Autoria propria (2023)
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Figura 15- Diagrama de Nyquist do eletrodo II modificado com rGO
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Legenda: eletrodo modificado com rGO (m), presenga do anticorpo (V) e presenca do antigeno (¢). No
detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico equivalente em PBS 0,2 mol L' pH 7.4, e em solugéo 0,1

mol L' KCI contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe (CN)s] >/ +.

Fonte: Autoria propria (2023)
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Tabela 2- Rt e R dos eletrodos modificados com rGO, anti-SEA e SEA

Eletrodos Rer (kQ) Rs(kQY)

I II | 1I
rGO 267,43 408,23 65,70 63,96
rGO/ anti-SEA 368,86 702,51 66,99 66,97
rGO/anti-SEA/SEA 932,28 1685,4 62,02 66,65

Fonte: Autoria propria (2021)

Observando os dados obtidos da medi¢do de CV e de EIS para os eletrodos
modificados apenas com rGO, nota-se que houve um aumento da resisténcia de
transferéncia de carga e diminui¢ao das correntes de pico anoddico e catddico a medida que o
anticorpo e o antigeno eram adicionados na superficie dos eletrodos. Essa mudanca ¢
decorrente do controle difusional que passa a ocorrer da espécie eletroativa em solucdo,
representada pelo par redox Fe*'/ Fe?'. Considerando também as caracteristicas
estruturais do rGO juntamente com as cargas disponiveis para a ligacdo do anticorpo na
superficie, conclui-se que houve a adsor¢ao do anticorpo ao rGO.

Além disso, também pode-se inferir que a etapa de bloqueio com o BSA dos sitios
de ligagdo no rGO em que os anticorpos ndo se ligaram foi efetiva. Quando ha ligagdes
inespecificas do antigeno, seja no anticorpo ou na superficie, os perfis voltamétricos e
de EIS tendem a apresentar valores superiores se comparado aos valores padrdo que
apontam a existéncia de uma barreira para a passagem dos elétrons em solu¢do sobre a
superficie. No caso desse método de imobiliza¢do, os valores obtidos demonstram que a

imobilizacao foi bem sucedida.

4.5.2 Eletrodo GC modificado com rGO/pireno-NHS

As Figuras 16 e 17 representam os voltamogramas do eletrodo GC modificado com rGO e
com o agente de imobilizagdo pireno-NHS. Os potenciais de oxidagdo e reducao dos eletrodos

modificados com rGO pireno-NHS, anti-SEA e SEA estdo contidos na Tabela 3.



Figura 16- Caracterizacdo CV do eletrodo (I) modificado com rGO e pireno-NHS
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Figura 17- Caracterizacdo CV do eletrodo (IT) modificado com rGO e pireno-NHS
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Tabela 3 - Potenciais de reducio e oxidacao dos eletrodos modificados com rGO, pireno-

NHS, anti-SEA e SEA

Oxidacao (V) Reducio (V)
Eletrodos I I | 11
rGO +0,32 +0,31 +0,15 +0,15
rGO/pireno-NHS +0,36 +0,36 +0,11 +0,10
rGO/pireno-NHS/ +0,40 +0,39 +0,07 +0,08
anti-SEA
rGO/pireno- +0,48 +0,49 -0,01 -0,04

NHS/anti-SEA/SEA

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Nas Figuras 18 e 19 estdo representados os Diagramas de Nyquist para a

modificacdo dos eletrodos com rGO com pireno-NHS.

Figura 18- Diagrama de Nyquist do eletrodo I modificado com rGO e pireno-NHS
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Legenda: para eletrodo modificado com rGO (m), modificado com pireno-NHS (@) presenca do anticorpo (V) e

presencga do antigeno (¢). No detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico equivalente em PBS 0,2 mol

Ll pH 7,4, e em solugdo 0,1 mol L-1 KCI contendo 5,0 mmol L1 do par redox [Fe (CN)6] 3 /4.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 19- Diagrama de Nyquist do eletrodo II modificado com rGO e pireno-NHS
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Legenda: para eletrodo modificado com rGO (m), modificado com pireno-NHS (@) presenc¢a do anticorpo

(V) e presenca do antigeno (¢). No detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico equivalente em

PBS 0,2 mol L1 pH 7,4, e em solugdo 0,1 mol L1 KCI contendo 5,0 mmol L1 do par redox [Fe (CN)6] > /+

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Os valores de Rct e Rs obtidos para os eletrodos de trabalho modificados com rGO e

pireno-NHS estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4- - R¢t e R, dos eletrodos modificados com rGO, pireno-NHS, anti-SEA e

SEA
Eletrodos Ret (kQY) Rs(kQ)
I 1] | 11|
GO 392,58 773,57 68,5 73.54
rGO/pireno-NHS 847,62 1012,5 67,16 81,35
rGO/pireno-NHS/ anti-SEA 1283 1284,3 70,03 68,65
rGO/pireno-NHS/anti- SEA/SEA 2336,5 2589,5 70,56 64,20

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Observando os dados obtidos da medicdo de CV e de EIS para os eletrodos
modificados com rGO e o agente de imobilizacdo, pireno-NHS, nota-se que houve um
aumento da resisténcia a transferéncia de carga e uma diminui¢do nas correntes de pico
anddico e catodico a medida que o anticorpo e o antigeno eram adicionados na superficie
dos eletrodos. Embora a caracterizagdo eletroquimica tenha apresentado quando se
utiliza o pireno-NHS, aumenta uma etapa no preparo do biossensor aumentando o tempo de
analise. Além disso, aumenta o custo final do dispositivo proposto.

Portanto, se comparado com o método de imobilizagdo utilizando somente o rGO, este

ainda ¢ a melhor alternativa para a imobilizagdo do anticorpo anti-SEA.

4.5.3 Eletrodo GC modificado com rGO/EDC-NHS

As Figuras 20 e 21 representam os voltamogramas dos eletrodos modificados com
rGO e EDC- NHS. Na Tabela 5 estdo contidos os potenciais de oxidacdo e reducdo dos
eletrodos de acordo com as etapas de modificacdo. Observou-se discrepancia das correntes de
pico entre os dois eletrodos estudados (graficos I e II), logo acredita-se que essa diferenga foi

originada possivelmente, pela instabilidade do EDC-NHS.

Figura 20- Caracteriza¢do CV para o eletrodo (I) modificado com rGO, EDC-NHS, anti-
SEA e SEA
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sk rGO/ EDC-NHS/ anti-SEA/ SEA|
i 1 i 1 M 1 i 1 i | i 1 i

-04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/V vs. Ag/AgCl
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 21- Caracteriza¢io CV para o eletrodo (II) modificado com rGO, EDC-NHS,
anti-SEA e SEA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 5- Potenciais de reducao e oxidagao dos eletrodos modificados com rGO, anti-

SEA e SEA
Oxidacao (V) Reducio (V)
Eletrodos I 1| I II
rGO +0,29 +0,29 +0,16 +0,16
rGO/EDC-NHS +0,30 +0,30 +0,16 +0,16
rGO/EDC-NHS/anti-SEA +0,33 +0,34 +0,12 +0,12
rGO/EDC-NHS/anti-SEA/SEA +0,39 +0,41 +0,08 +0,06

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Na Figuras 22 e 23 estdo representados os Diagramas de Nyquist para a modificagdo

dos eletrodos com rGO e EDC/NHS.

Figura 22- Diagrama de Nyquist do eletrodo I modificado com rGO ¢ EDC-NHS
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Legenda: eletrodo modificado com rGO quimicamente reduzido (m), modificado com EDC/NHS (e) presenca

do anticorpo (V) e presenca do antigeno (¢). No detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico

equivalente em PBS 0,2 mol L1 pH 7.4, e em solugéo 0,1 mol L1 KCl contendo 5,0 mmol Lldo par redox
[Fe (CN)6] >/ +.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)



50

Figura 23- Diagrama de Nyquist do eletrodo II modificado com rGO e EDC-NHS
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Legenda: eletrodo modificado com rGO quimicamente reduzido (m), modificado com EDC/NHS (e) presenca
do anticorpo (V) e presenca do antigeno (¢). No detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico
equivalente em PBS 0,2 mol Ll pH 7.4, € em solugdo 0,1 mol L1 KCI contendo 5,0 mmol L1 do par redox [Fe
(CN)6] >/ *.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Os valores de Rct e Rs obtidos para os eletrodos de trabalho modificados com rGO e
EDC/NHS estao representados, respectivamente, na Tabela 6.

Tabela 6- R.¢ e Rs dos eletrodos modificados com rGO termicamente reduzido, EDC-NHS,
anti-SEA e SEA

Eletrodos Ret (kQY) Rs(kQY)
I 11 | 1I
rGO 167,68 357,93 62,47 68,88
rGO/EDC-NHS 216,34 348,14 72,17 69,76
rGO/EDC-NHS/ anti-SEA 458,36 755,03 64,87 67,97
rGO/EDC- NHS/anti-SEA/ 775,25 14824 66,81 63,79
SEA

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Observando os dados obtidos da medicio de CV, o grafico do segundo
eletrodo apresentou um perfil esperado, enquanto no primeiro eletrodo foi observado que
essa diminuicdo da corrente de pico ndo foi satisfatoria. Possivelmente essa mudanga no
perfil deu-se porque a imobilizagdo do anticorpo na superficie ndo foi efetiva. J4 para os
estudos por EIS para os eletrodos modificados com rGO e o agente de imobilizacdo, EDC-
NHS, nota-se que houve um aumento na resisténcia da transferéncia de carga a
medida que o anticorpo € o antigeno eram adicionados na superficie dos eletrodos.

Contudo, observa-se que os perfis apresentados pela modificacdo com o EDC- NHS
ndo estdo bem proximos a modificacio com o rGO e também ndo sdo homogéneos. Essa
mudanga possivelmente decorre da instabilidade do NHS e de ligagdes inespecificas do
anticorpo ¢ do antigeno, na superficie de imobilizagdo. Portanto, quando se compara os trés
métodos de imobilizacdo estudados para anticorpos anti-SEA, o método de adsorcdo
utilizando somente o rGO foi o melhor e serd estudado para aplicagdo do imunossensor

proposto.

46  AVALIACAO DA IMOBILIZACAO DE ANTI-SEA EM RGO

As andlises de todos os graficos e de todas as repeti¢cdes realizadas no presente estudo
demonstrou que o método de imobilizagdo mais adequado para a constru¢do do imunossensor
foi da modificagdo com rGO. Por ser um método adsortivo, ou seja, sem o uso dos agentes de
bioconjugacao pireno-NHS e EDC-NHS, apresentou perfis mais homogéneos entre todas as
caracterizagdes e menor influéncia das correntes capacitivas. Além disso, pela auséncia de
grupamentos como biotina-avidina e proteina A, que sdo moléculas que possuem um alto grau
de afinidade com os anticorpos e sdo utilizados como agentes orientadores de imobilizacao,
esta acaba sendo aleatéria. Por isso, ha diferencga de sinais entre os eletrodos analisados.

Outra influéncia no processo de imobilizacdo ¢ a propria natureza de ligacdo dos
grupamentos amina dos anticorpos, uma vez que tais grupamentos podem ocasionar ligagdes
indesejadas, culminando na reducdo da atividade da biomolécula. Esse ¢ um dos maiores
desafios atrelados a construcao de biossensores, ja que ¢ de suma importancia a manutencao da
atividade e estabilidade da biomolécula na superficie de imobilizagao.

Por fim, a utilizacdo de BSA como agente bloqueador de sitios de ligagao no rGO apds
a adicdo do anti-SEA ¢ uma alternativa encontrada para reduzir possiveis ligacoes
inespecificas do antigeno, pois € necessario aumentar as chances de que a ligagdo anticorpo-

antigeno seja efetivamente realizada.
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Desse modo, para a etapa de avaliagdo da estabilidade do anticorpo na superficie ¢ a
constru¢do do imunossensor para deteccdo de SEA em amostras de leite, foi utilizado apenas
o rGO para modificagdo da superficie do eletrodo. Foi realizada novas caracterizacdes
eletroquimicas por CV e EIS para a continuagdo do estudo, representadas pelas Figuras 24 e
25. Os valores de potenciais de oxidagdo e reducdo para CV e EIS estdo presentes nas Tabelas

7 e 8, respectivamente.

Figura 24- - Caracterizacao CV para o eletrodo modificado com rGO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 7- Potenciais de reducio e oxida¢ao dos eletrodos modificados com rGO, anti-

SEA e SEA
Oxidagao Reduc¢ao
Eletrodo W) W)
rGO +0,490 +0,007
rGO/ anti-SEA +0,516 -0,031
rGO/anti-SEA/SEA +0,587 -0,110

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Figura 25- Diagrama de Nyquist de eletrodo modificado com rGO
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Legenda: eletrodo modificado com rGO (m), presenca do anticorpo (V) e presenga do antigeno (¢). No
detalhe: intervalo de alta freqiiéncia e circuito elétrico equivalente em PBS 0,2 mol L' pH 7,4, e em solugdo

0,1 mol L' KCI contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe (CN)s] 3/ 4.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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Tabela 8 - Rcte Ry dos eletrodos modificados com rGO quimicamente reduzido, anti-SEA

e SEA
Eletrodo Rct (kQ) Rs (k Q)
rGO 2,14 138
rGO/ anti-SEA 3,44 391
rGO/anti-SEA/SEA 6,43 234

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Pelos voltamogramas ciclicos pode-se observar uma diminuicdo no perfil de
reversibilidade do sistema, com decréscimo sucessivo dos picos de oxidagao e redugao da espécie
redox no final da etapa de imobilizagdo e de ligacdo do antigeno ao anticorpo.

J& nos resultados obtidos pelo EIS, ocorreu o aumento sucessivo dos valores de Rct no
final das etapas de modificagdo. Por estes resultados, pode-se concluir que houve a imobilizagao
do anti-SEA na superficie do eletrodo GC/rGO e que posteriormente ocorreu a ligacdo do

antigeno da superficie do eletrodo GC/rGO/anti SEA.

47  ESTUDO DA ESTABILIDADE DO ANTICORPO SOB A SUPERFICIE DO
ELETRODO APOS MEDIDAS SUCESSIVAS DE EIS

Para verificar se a imobilizacdo do anticorpo na superficie do eletrodo era estavel
frente a medidas sucessivas de EIS, foram realizadas cinco medi¢des com diferentes
concentragdes de anticorpo. Desse modo, o eletrodo fora modificado até a etapa de adi¢do do
anticorpo anti-SEA, cuja concentragio manteve-se constante (3,0 mg. L. Os eletrodos foram
lavados com agua ultrapura entre as medigdes e incubados por 30 min em solucdo tampao 0,2
mol L' PBS pH 7,4. Na Figura 26 esta a relagdo entre a AR« e as concentragdes de anticorpo,
cujo grafico demonstra o aumento da resisténcia, que atingiu seu pico quando a concentragao

de anti-SEA foi igual a 0.090 mg mL"!
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Figura 26- Relacdo entre a variacao de R e a concentracio de anti-SEA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Na Figura 27 esté representado o diagrama de Nyquist equivalente a medida realizada ao
término do processo de imobilizagdo ap6s 3 medi¢des sucessivas, respeitando o tempo de
incubagdo de 30 min do eletrodo. Nota-se que a variagdo entre os valores foi minima, indicando
que os anticorpos permaneceram ligados ao GC/rGO mesmo apos as medigdes demonstrando que
a lixiviagdo de moléculas de anticorpo ¢ muito baixa a medida que se faz as medicdes e lavagens
do eletrodo.

Logo, a imobilizagdo do anticorpo na superficie do eletrodo GC modificado com rGO ¢
bastante estavel, contribuindo para que imunossensor possa ser utilizado por véarias horas. Os
valores de Res obtidos variaram muito pouco, apresentando desvio padrao relativo de 4.61% (n=3)

entre eles.
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Figura 27- - Diagrama de Nyquist com medig¢des sucessivas do anticorpo
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Legenda: Primeira medi¢do do eletrodo GC/rGO/anti-SEA (®) e Medigdo 3 do eletrodo GC/rGO/anti-SEA (m).
No detalhe: intervalo de alta frequéncia e circuito elétrico equivalente em 0,1 mol L! PBS pH 7,4, € em solugdo
0,1 mol L' KCI contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s] >/

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.8  CURVAS ANALITICAS DA ENTEROTOXINA ESTAFILOCOCICA A

Por meio da andlise da variacdo dos valores de Rct obtidos pelas diferentes
concentragdes de SEA, o desempenho do imunossensor foi avaliado. O aumento proporcional
de Rct conforme o aumento da concentragdo de antigeno deve-se ao fato de que havia um
maior nimero de moléculas de SEA ligadas aos anticorpos anti-SEA imobilizados no rGO,
promovendo uma barreira cinética para a transferéncia eletronica do par redox [Fe(CN)s] 74

A Figura 28 representa a curva de calibra¢do construida para verificar a relagdo linear
(R? = 0,9823) da resposta do imunossensor para detectar o antigeno SEA, em um intervalo de

0,5 a 3,5 mg mL!. Os valores do limite de detec¢do LD e o limite de quantificagio LQ foram,

respectivamente, de 0,102 pg mL™"' ¢ 0,330 pg mL™"
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Figura 28- Grafico de R em funcio da concentracio de SEA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Os diagramas de Nyquist demonstram o efeito da concentracdo de SEA na resposta
medida (Figura 18). Pode-se notar o aumento da resisténcia da transferéncia eletronica com o
aumento da concentracdo de SEA, logo, ocorre um aumento sucessivo no impedimento do par

redox ao sofrer transferéncia eletronica.
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Figura 29- Diagramas de Nyquist para diferentes concentra¢des de SEA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Com os resultados obtidos, considera-se que o imunossensor construido por esse
projeto possui bom desempenho na detec¢do e quantificagdo de SEA, se comparado com os
valores encontrados na literatura (Tabela 9). Deve-se levar em consideragdo que o
imunossensor proposto utilizou-se de eletrodo de carbono vitreo modificado com rGO,
enquanto outros biossensores para detectar SEs utilizaram-se de eletrodos de ouro
modificados com substancias como proteina A, glutaraldeido, EDC-NHS e cisteamina
(PIMENTA-MARTINS, 2012), o que acrescenta custos e tempo de preparo do

1IMunossensor.
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Tabela 9 - Comparacao dos limites de detecc¢iio entre biossensores para SEA

LOD

Metodologia Materials Ref.
8 (ng mL")
In}unoss,eqsor Eletrodos de Au/ cisteamina 0.020 SALMAIN
piezoelétrico (2011)
amunassensor GCHGO 0.102 Este
P trabalho
Imunossensor Self-assembly monolayer em 0.339 PIMENTA-
amperométrico Eletrodos de Au : MARTINS
(2012)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Segundo normativas da ANVISA (2019), o limite de detec¢do do método para
enterotoxinas estafilococicas em alimentos deve ser menor ou igual a 1 ng/ g. Comparando os
valores obtidos por esta pesquisa juntamente com os resultados de outros trabalhos, ainda nao
foi possivel atingir o limite de detecgdo estabelecido pela ANVISA. Porém, os resultados

obtidos pdem luz sobre possibilidades de melhoria para a performance do eletrodo

O desempenho do imunossensor desta pesquisa se comparado ao produzido por
Pimenta-Martins et al. (2012), que utilizou eletrodos de Au e proteina A para detectar SEA
em amostras de queijo, se mostrou vantajoso pelo fato de ndo empregar nenhuma substincia
adicional para auxiliar na imobilizagdo dos anticorpos, assim como também explora a
utilizagdo do grafeno, nanomaterial que tem sido estudado para diversos fins, dentre eles para

constru¢ao de biossensores.

49  APLICACAO DO IMUNOSSENSOR EM AMOSTRAS DE LEITE

O desempenho do imunossensor em amostras de leite foi avaliado pelo método de
adicao de padrdo. Leite pasteurizado adquirido do comércio local foi diluido na propor¢ao
1:100 em solugdo tampdo 0,2 mol L' PBS pH 7,4 € a amostra foi enriquecida com SEA na
concentragdio de 2,0 mg L. Apés, foram adicionadas nas amostras trés diferentes
concentragdes das solugdes padrdes de SEA, sendo estas 0,5mg L', 1,0mgL"'e 1,5mg L.

Os eletrodos com anticorpos anti-SEA imobilizados foram incubados nessas aliquotas
por 30 min em temperatura ambiente (20 °C). Medidas de EIS foram realizadas para
determinar a resposta do imunossensor frente a essas amostras (Figura 30) e os resultados

obtidos, bem como o erro relativo estdo presentes na Tabela 10.
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Figura 30- Diagramas de Nyquist para diferentes concentracoes de SEA em amostras de
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Tabela 10 - Resposta do imunossensor em amostras de leite pasteurizado

Repeticio Adicionado (mg L) De;ggllij}f)do Erro Relativo (%)
1 2,0 1,904 -4,791
2 2,0 2,054 2,693
3 2,0 2,165 8,250
Média £ SD 2,041 +0,131

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O erro relativo variou aproximadamente de -4,8 a 8,2%, apresentando um valor
médio encontrado na curva de adi¢do de padrdo de 2,041 mg L! para uma adi¢do de 2,0 mg
L. Possivelmente, os interferentes contidos no leite podem ter contribuido para esses
valores, porém isso ndo invalida a performance do biossensor. A otimizacdo do
imunossensor deve ser realizada para futuras aplicacdes, sendo que o intervalo total entre o
preparo do imunossensor € deteccdo do analito foi de aproximadamente 3 horas e 30

minutos.
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5 CONCLUSAO

A escolha do material de imobilizacdo de biomoléculas influencia diretamente na
performance dos biossensores desenvolvidos para as mais diversas aplica¢des. A imobilizacao
de anticorpos em uma superficie modificada com 6xido de grafeno reduzido, EDC/NHS e
pireno-NHS foi avaliada para a constru¢do de um imunossensor com o intuito de detectar a
enterotoxina estafilococica A (SEA) em amostras de leite

Na primeira parte desse projeto de pesquisa foi constatada que a imobilizacdo do
anticorpo anti-SEA na superficie dos eletrodos modificados apenas com rGO foi mais
satisfatorio do que nos eletrodos modificados com rGO/EDC/NHS e rGO/pireno-NHS. Trata-
se de um resultado inédito, uma vez que ainda ha uma baixa quantia de estudos de pesquisa
cientifica envolvendo rGO e imobilizacdo de SEA para constru¢cdo de imunossensores.

Na segunda parte, o biossensor baseado em rGO para detec¢do de SEA apresentou um
bom desempenho, mesmo sem a presenca de agentes de imobilizagdo. Do ponto de vista
econdmico e tecnologico, a redugdo de uma etapa na preparagdo do imunossensor implica em
reducdo de custos e tempo de deteccdo. A estabilidade dos anticorpos imobilizados apds
medidas sucessivas de EIS foi avalidada, bem como a eficacia do imunossensor frente a
amostras de leite contaminadas com SEA.

Considerando que o imunossensor construido nesse projeto utilizou-se de um material
cujas propriedades sdo vantajosas para aplicagdes em biossensores e ndo utilizou-se de
agentes de imobiliza¢do para auxiliar a permanéncia do anticorpo no eletrodo, ¢ possivel que a
metodologia aqui empregada seja uma proposta viavel para a detec¢do de SEA. Para que isso
seja efetivado, outras analises devem ser realizadas, como a estabilidade de armazenamento
do imunossensor ap6s varios dias de preparo, aplicagdo em diferentes tipos de alimentos e
compara¢do de seu desempenho frente a técnicas ja estabelecidas, como ELISA. Além disso,
a construcdo desse imunossensor em eletrodos portateis de carbono ¢ uma alternativa que
deve ser explorada, visto que isso torna a proposta de aplicagdo do biossensor mais atrativa e
viavel.

Além disso, contribuiu também para a visibilidade Biotecnologia, uma vez que o
emprego de nanomateriais ¢ moléculas biolégicas para a melhoria e/ou criagdo de processos,
servicos e produtos ¢ uma competéncia que esse profissional possui dada a

multidisciplinariedade de sua profissao.
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